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Summary 
105 
We previously了巴port巴dthe isolation and characterization of phag邑sSl and S2 for a gen在tical-
ly modified serine-producing Escherichia coli K -12. 
This paper describes the effects of some factors on the stability， adsorption and growth of 
phages Sl and S2 in relation to the control of phages in the fermentation industries. AIl 
exp巴rimentswer日donein the nutrient broth 
PhagεS2 was stable and phage Sl was less stable at 37"C. Also， phagεS2 was lessh記aHabile
than phage Sl. Both phages were stabl巴atpH 7.0 and bεcame gradual1y less stable at low巴ror 
higher pH. 
PhagεSl was rapidly adsorbed on its host cells， while phage S2 was slowly adsorbed. Both 
phages wεre adsorbed at maximal rates at 37'C. The adsorption ratεs were gradually decreased 
at lower or high邑rtemperatures. K+， Na+， Ca2+ and Mg糾 enhancedthεadsorption rates of 
phages. Tryptophan and serine also enhanced the adsorption rates. 
With phage Sl the latent period was long and th芭burstsize was large， while the latent pεriod 
was short and the burst size w品ssmall with phage S2. The growth of both phages was optimal 
at 37"C. At low官rtemperaturξs than 37'C， th邑latentperiods werεεxtended， but th巴burstsizes 
wer巴notmarkedly decreas巴d.Howev巴r，thεburst siz日swere extremely dεcreasεd at 20'C. At 
higher temperatures， no significant differences wεrεfound in thεlatent periods， but the burst sizes 
were gradually decreas巴d.Phage Sl failed to grow at 45'C， and phagεS2 did at 50'C. The growth 
of both phages was optimal at pH 7.0. With phage Sl thεlatent period was gradual1y extended 
and the burst size was gradually decr邑asedat lower or higher pH. With phage S2 thεy were not 
markedly affectεd by pH.日owever，both phages failed to grow at pH 4.0 or pH 10.0. 
l¥:ey words: Escherichia coli K-12， phagεSl， phage S2， adsorption of phage， growth of phage. 
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言
細菌を利用する発静工業では，莫大な数の細菌が連日のように培養されている@このことは，
細菌を侵すファージに絶好の繁殖条件を提供していることになる.実際に，ほとんど全ての細
菌利用発静工業において，ブァージ汚染による発酵生産の異常が起こりヲ被害を受けることが
判明して，ブアージの研究は，発欝学の領域で重要なものとなり多数の研究が行われた叫3)
った発酵を治癒する方法がないために，次
のような方法がとられる.すなわち，数の増えたブアージを完全に不活化した後にその異常発
る@また，工場内に充満したブアージを加熱や化学薬品によって完全に
イヒする e 次いで，発生したファージに抵抗性の変異麗株を分離し，その菌株を使用して発酵を
再開する.
これが一般的な方法でるるがラこれには機々な問題点がある.また，この方法は，あくまで
も予防的な方法であってラファージに侵された発酵を治癒する方法ではない@つまり，培養液
におけるブァージの作用を閉止する方?法はないのが実情である.
において，ブァージに関する研究はいまだに重要な課題の一つであり，
点からのブアージ防構法の確立が待たれている.バイオテクノロジーの進展に伴って，
え技法などで造成された細菌の工業的使用が拡大されること，発静の連続化が拡大される
ことなどを考えると，ファージ防御に関する研究はヲますます重要となるのである.
らは，セルフクローニングにより， L-セリンの生産能を増強した Escherichiacoli K -12 
の溶菌液から， 2種類のブアージを分離し， S 1およびS2と命名した.これを契機として，
アミノ離主主産を初めその{患の有用物質生産において多大の被害を与え，それらの発酵を不安定
にする原因となっているブアージの防衛]を自的として，その一つのモデルとして，こ
組替え技法によって造成された Escherichiacoli K -12のS1およびS2ファージを取上げ，研
究している 4ιM仏Jム5弘附'点刈6的)
ブア一ジ感染の過穣は 9 吸着→核襲安住入→メッセンジャ-RNA合成→初期蛋白
合成→ファージDNA複製…今後期蛋白質合成→成熟→搭菌→ファージ放出，という膿序で進行
する.したがって，ファージの菌への吸着あるいはブァージ感染菌細組内でのファー
阻害することができれば，ファージに侵された発酵を治癒する一つの方法となり得る e
本報では，ブアージの吸着および増殖の臨害を目指して， S 1およびS2ファージの吸着お
よ る因子について研究した結果を報告する。
iま
アァージ
ブアージは， Lセリン生産Escherichiacoli K -12の溶菌液から分離したS1およびS2 
ブアージを使用した4，5ベ宿主菌は，Escherichia coli K -12を使用した.
2 試薬
アミノ酸は，さま興産の製品を使用した@そのf患の試薬は，和光純薬工業の製品を使用した.
3 培地
通常のブイヨン培地を慣用した.その組成は，ポリペプトン(大五栄養化学)10 g，肉エキ
ス(極東製薬工業)10 g， N aCl 5 g， CaClz' 2HzO 0，5 g， MgS04 • 7H20 0.3 gラ純水1000
mlで，は7.0である。
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に 2
における吸光度が約0.3になったものを
温度は3アCである@
5 
L 
(中島製作所)を使消して
して 3~4 時間揺滋培養し，
としてf吏用した.
を用い
???????
によるプラークカウント ょった7)
1 ファージ
(2 x にブアージをm.i.o.約1になるように混和しラ
させた。次いで，氷冷した希釈液で100倍希釈し9 遠心分離 rpm，
吸着ブアージを計数して，ブァージの吸着率を求めた e また，一部の
塩酸緩衝液 (pH7.4) で洗浄したi菌を用いて，
希釈液の組成はラ1.35 g， ρ3.56 g， NaCl 1.00 gヲゼラチン 0.03
g予 MgS04 • 
った e すなわち，荷主菌 (2x にブアージをm.i.O.約
0.1になるように混和しラ 370Cで3分間吸着させた.次いでヲ抗ブアージ血清を混和し， 2分間
を行った後?その一部をブイヨン培地に取れ感染菌数が約 2x になるよ
うにした@これを3TCで培養しラ経時的に感染中心数(感染菌十遊離ファージ数)を計数した.
号その
ブァージに関するそ によっfこ@は， Adams7)がまとめ し
フ7-
S 1およびS2ファージのブイヨン培地における
ついて検討した，ブアージはラ普通の培地では
およそ450C以との過度ではブアージの不活化が始まる@この温度付近で多く
よび
しかしなカ3ら，
白質の変性が
はラファージ選出鷺の変性によると考えられ
るJもちろん，ブァージの種類によって温度安定性は相違する.
1に， S 1およびS2ファージの温度安定性について検討した結果を示す. S 1ファー
ジは，比較的不安定であってラ 37"Cでも徐々に不活化された。 50Cではヲ 120分後におよそ80%
が不活化された@これに対して， S 2ファージはラ比較的安定であり， 120分でもおよそ
30%が不活化されるにすぎなかった。
2 ファージ0)pH 
ファージは，室温ではから 8の範囲で安定である@抵温ではヲこの範屈が 5から
9 ~10にまで広がる@
Fig. 2に， S 1およびS2ファージのp目安定性について検討した結果を示す。両ファージ
とも， pH7が最も安定で，が酸性問あるいはアルカリ側に移るにつれて次第に;不安定になっ
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Fig. 1 Thermal stability of S-phages. Phages (2 x 10'PFU 1m!) were in-
cubated in nlltrient broth (pH7.0) at different temperatllres. Temp巴ra-
ture:…， 37"C， 0，45'C;畿， 50'C;ム， 55'C
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Fig. 2 pH stability of S-phages. Phages (2 x 10'PFU 1m!) were incubated in 
nutrient broth at different pH values at 37"C. pH: ・， 7;0， 4;.， 5; 
ム， 6; A，8;口， 9;腿， 10 
ていった.特に酸性側でより不安定であった.
3 ファージの吸議
ブアージの菌への吸着は，ブアージ感染の最初の設階である@
ブイヨン培地における S1およびS2ファージの吸着については既に報告している“ベす
なわち， S 1ブアーγの吸着は速く， 3分間で90%の吸着率であった.これに対して， S 2ファー
ジの吸着は遅く， 5分間で30%，10分間でも35%であった.
ヰ ファージの吸楚に設lますj麓鹿の影響
ファージの菌への吸着は，菌の生理状態，環境条件などによって影響される.特に，特定の
陽イオンの適当な濃度が必要とされることが多い.更に，ファージによっては， L トリプトファ
ンのような補助因子が必要とされることもある.したがって，ブアージ対策のーっとしてブア
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Fig. 3 Effect of temperature on adsorption of S-phages. Bacterial cells 
(2X108/ml) were mix日dwith ph呂ge(m.o.i， ca. 1) in nutrient broth， 
and the mixtures were incubated at diff記renttemper呂tures. The 
unadsorbed phagεs were assayed by a 100-fold dilution of adsorption 
mixtur巴， following by sedimentation of adsorbεd phagεs by c巴ntrifuga.
tion. Temp巴rature: ・"， 31'C;0，100C; e，20T; ム， 300C; A， 45T 
ジの菌への吸着阻止を考える場合，ブァー
ジの吸着に影響する因子について検討する
必要がある.また，前述したように， S 2 
ブア}ジでは吸着が遅いので，このフア
ジの吸着に特定の金属イオンやアミノ酸な
どが必要とされることも考えられる.
まず，ファージの吸着に及ぼす温度の影
についてキ食言すした.
Fig.3に， 100Cから450Cの関で検討した
結果を示す. S 1およびS2ファ…ジとも
吸着速度は370Cで最高であった.それより
低温あるいは高温では，吸着速度が次第に
低下した.
なお，陸lから明らかなように，吸着に及
ほ、す温度の影響は，吸着速度に対する
なので，時間を長くすれば吸着率は次第に
J:~言力口ずることになる.
5 ファージの吸着に及ぼす金農イオン
I{阪およびII{揺の金属イオンの吸着に及
について検討した.結果は Table
IH簡のカルシウムとマグネシウ
Table 1 Eff巴ctsof metal ions and amino 
acids on adsorption of S-phages 
Addition 
Concn. adsorbed (%) 
(IVI) SI S2 
None 。 20~25 25~30 
Ca2+ 1 X 10-4 22 27~30 
1 X 10-3 34~40 36~43 
1 X 10-2 48~52 48~49 
IVIg2+ 1 X 10-4 28~33 35~39 
1 X 10-3 30~41 3ヲ~43
1 X 10-2 70 44~50 
Na+ 1 X 10-3 37~44 33 
1 X 10-2 50 33~34 
1 X 10-1 50~60 33~34 
K十 1 X 10-3 22~27 32~33 
1 X 10→ 28~34 36~38 
1 X 10-1 56~61 36~39 
L-Tryptophan 1 X 10-4 28~30 36 
1 X 10.-3 34~36 45 
5 X 10-2 42~46 45~49 
L-Serine 1 X 10-4 28~30 29~33 
1 X 10-3 30~36 34~35 
1 X 10→ 37~40 37 
Bacterial cells were twicεwashed with 
0.021VI Tris-HCl buffer (pH7.4)， and mixed 
with phage (m.o.i， ca. 1) in the buffer A 
reagent was add巴djust prior to adsorption， and 
the mixtures w古代 incubatedfor 5 min. 
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ムiまラ濃度の場加につれて， S 1およびS2ファージ した e また，Ij百i
のナトリウムとカリウムも
富 ブアー
S 1およびS2ブァ…ジ
るトリプトファンとセリン
1 ファー
lこ{足進した。 しかしラ
いがあることで今日髄の金属のほう
を示した.
20~25%であるのはラブイヨン培地中でなく，
ることから，アミノ
した.Table 1に示すようにラトり
その程度は著しいものではなかった.
ブゃイヨンf者Jt色における S1およひ:S2アァージ ついては，潜伏期は， S 1ブアージ
S 1ファージで約450，S 2ファーS 2ファージでお分であった。パーストザイズ
ジでは約100であった@
には9
S 1およびS2ブアージ
などに
ブ
'0. 
より低い溢度， 5に針。Cより高 ブァ…ジともラ 3TCにおいてブァー
ジの増殖は最適であった.
S 1ファージの場合，3TCより低し 温度の低下につ に長くなる
が，パーストサイズの減少はほとんど、みられなかった@しかし， 200Cではラパーストサイズの
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Fig. 4 Effect of low tεmpεrature on one-step growth of S-phages. Bacte 
rial cells (2 x 10./m!) w巴reinfect巴dwith phag巴 (m.o.i， ca. 0.1). After 
3 min of昌dsorptionand 2 min of antiserum tr問 tm在日t.the iおおcfedcells 
W 芭問 diluted 1:2000 into nutri邑ntbroth and incub昌tedat different 
temperaturεs‘ The number of initial infected cells is r巴pres芭ntedas 1 
T巴mperaturε.…，3TC; 0，20T; 普段 25'C; ム， 300C
呉@田中・吉永。加藤・村田:Escherichia co liのS系ブアージの吸着および増高査に影響する調子 111 
S2 
1000 
H 与a3υ i∞ 
刊ω 〉
E c io 
主
目制。
畠 l
0，1 
q 30 60 90 120 ラつ 60 90 120 
Tln恕 ofterinfection (min) 
Fig， 5 Effεct of high t邑mperatureon one-step growth of S--ph品ges，See thε 
legend to Fig. 4. Temperature:"'， 3アC;0，40'C;轡， 42'C;ム， 43'C; 
A.45'C;口 48'C;欝， 5品。C.
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Fig. 6 Effect of pH on on巴叩stepgrowth of S-phag日S. S在日 th巴i巴gendto Fig. 
4. pH:…， 7; 0，4;命， 5;ム， 6; A，8; 二J，9;欝， 10.
減少が著しかった.一方，3TCより高い温度では，潜伏期は変わらないが，議度の上昇につれ
てパーストサイズは次第に減少した.430Cでは，パーストサイズが450から 2と急激に減少し
た.450Cでは，潜伏期の間に感染菌数の減少がみられ，また感染菌の一部によると考えられる
ファージ、のパーストもみられたが，全体としてはブアージの増殖は抑えられた.480Cでは，感
染麓数の減少が著しかった.
S 2ブアージの場合，3TCより抵い議度では，温度の抵下につれて潜伏期が次第に長くなりヲ
ノてーストサイズも次第に減少した.3TCより高い温度では，務伏期は変わらず，温度の上昇に
つれてパーストサイズは次第に減少するが， S 1ファージの場合と違って，480Cまでブアージ
のパーストがみられた.50Tでは，感染菌数のゆるやかな減少がみられた.すなわち， S 2 
ファージの増殖は， 500Cで完全に抑えられることが分かった@
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書 ファージの増殖に設ぼすpH
S 1およびS2ファージの増殖に及ぼす pHの影響について検討した.Fig. 6にその結果を
間ブアージともヲ菌の生育の最適pHである7.0でブアージの増殖も最適であった.
S 1ブアージの場合， pHが酸性側あるいはアルカリ性側に移るにつれて，潜伏期が次第に延
び、てパーストサイズが次第に減少した.pH4.0以下および10.0以上では，ファージの増殖は起
こらず¥特に， p狂4.0では感染麗数が次第に減少した.
S 2ファージの場合， pH6.0および8.0ではラ潜伏期は変わらず、パーストサイズが若干減少し
た.pH5.0および9.0では，潜伏期が少し延びてパーストサイズが更に減少した.pH4.0以下お
よび10.0以上では，増殖はみられず，感染菌数はゆるやかに減少した.すなわち， S 1ファー
ジと比べ， pH4.0， 6.0および8.0における接相が多少相違することが分かった.
?
本研究は，ファージ紡御策のーっとしてのブアージの吸着および増殖の という酉から，
S 1およびS2ファージの吸着および増殖に影響する因子について研究したものである.
まず，ファージの安定性とそれに及ぼす議度およびpHの影響について検討した。 3TC，
pH7.0において， S 1ファージは， S 2ファージに比べ9比較的不安定であった.両ファージと
も温度が高くなるにつれて次第に不安定になった.また， pHが酸性側あるいはアルカリ性側に
移るにつれて次第に不安定になった.しかしながら， 500Cまでおよび pH4.0~10.0の範囲で
は，ファージの著しい不活化はみられず，温度および~pHを変動させることによる遊離状態の
S 1およびS2ブァージの制御は，不可能であることが分かった e
次いで，ファージの吸着に及ぼす過度，金属イオンおよびアミノ離の影響について検討した.
温震については，3TCより低温あるいは高温では吸着速震が次第に低下したが， 100Cまでおよ
び450Cまでの範囲では大きい影響はみられなかった. 日間およびI価の金高イオン，アミノ駿
.のトリプトファンやセリンは，むしろ を促進するものであった.このように，吸着を著し
く阻害するものは見出せず，この面からのファージ制御は難しいことが分かった.
ファージの増殖に及ぼす pHの影響については，間ブアージとも pH4.0およびpHIO.Oで増
殖が完全に組害された@しかし，菌の増殖@発酵の最適pHが中性付近であることを考えると，
pHを著しく変動させることによるファージ制御は，実際的なものでない.
ブァージの増殖に及ぽす3アCより高い濃度の影響は，ファージによって相違した.S 1ファー
ジの場合，430Cのパーストサイズは，3TCのときの約0.4%であって，ブァージの増殖はほ
全に阻害された. 一方9 菌の増殖は，430Cで3TCよりも速いことが分かっている 8) すなわち，
3TCより菌の生育が速い430Cでファージの増殖がほぼ完全に抑えられるということであって，
この発見の意味は大きい.通常の培養温度は3TCであるが，仮に430Cで菌を培養すれば， S 1 
ファージが汚染しでもその増殖はほとんど抑えられることから，ファージ汚染による被害をほ
とんど受けることなし発酵が終了する可能性を示唆しているのである.
なお， S 2ファージの場合， j蓄の生育できない50'Cにおいてファージの増殖が完全に阻害さ
れるので， S 1ブアージのように温度を変動させることによるブアージ制御はできない.
要 約
S 1およびS2ファージのブイヨン培地(3TC，pH7.0)における安定性， よぴ増矯に
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る若子の因子について検討し，次のことが分かった.
(1)温度安定性について， S 1ブアージは， S 2ファージに比べ，より不安定である.(2)pH安
については，詞ファージとも pH7.0が最も安定で，酸性問あるいはアルカリ性側に移るに
つれて次第に不安定になる.(3)ファージの吸着に及ぼす温度の影響については，両ファージと
も37'Cで最も吸着が速しこれより低溢あるいは高温では吸着速度は次第に抵下する.(4)金高
イオンは，両ブアージの吸着を促進する.(5)トリプトファンおよびセリンは，開ファージの吸
を促進する.(6)ファージ増殖に及ぼす溢度の影響については，同jファージとも3rcにおいて
増殖が最適でみる。 (7)S1ファージの場合，3TCより低い温度では，潜伏期が次第に長くなる
が，パーストサイズの減少はほとんどみられない.高い温度では，潜伏期は変わらないが，パー
ストサイズは次第に減少し， 43'Cでは3アCの約 0.4%にまで減少する.(8)S 2ブァージの場合，
f底温では潜伏期が次第に延び，パーストサイズは次第に減少する@高温では，潜伏期は変わら
ず，パーストサイズは次第に減少する. 480Cでも は完全でない.(9)ファージ増殖に及
ぼす pHの影響については，両ブアージとも pH7.0において増殖が最適で与ある@酸性側あるい
はアルカ 1)性慨に移るにつれて，潜伏期が次第に延び，パーストサイズは次第に減少する.
pH4.0および pH10.0では，ファージの増殖はみられない.
文 獄
1.本1T元青.卒、f出発，緒方靖哉 (1970).、発酵と微生物ヘ植村定治郎，相国 治綴，朝倉喜害防， pp. 
1-108. 
2. Og呂ta，S. (1980). Bacteriophage contamination in industrial processes. Biotechnol. Bioeng. 2， Suppl. 
1，177-193 
3. Wunsche， L.(1989). Importance of bacteriophage in fεrmentation process. Acta. Bωtechnol. 9， 395日
419. 
4. Wu， W.-W.， Tanaka， K.，Kato， F.， and Murata， A. (1991). Phage Sl， a new phag日forEscherichia coli. 
Bull. Fac. Agr. Saga Univ.， 10， 91-100. 
5. Wu， W.'.W.. Tanaka， K.， Yoshinaga， K.， Kato， F.， Kanda K.， and Murata， A. (1991). Isolation and 
characteristics of n巴wphages from a serine producing Escherichia coli K -12. ]. Ferment. Bioeng.， 71， 
293-297 
6. Wu， W.-W.‘Y oshinaga， K.， Kanda K.， Kato， F.， and Murat丘，A. (1991). Phag巴S2，anoth邑rnew phage 
for serine producing Escherichia coli. Bull. FaιAgr.5，なaU河iv.，71， 123-l31 
7. Adams M. H. (1959). BcterioJうhages. Interscience Publish巴rs，N ew Y ork， pp. 443-552. 
8.呉像差是(19告0).遺伝子工学技法により造成された Lー セリン生成 Escherichiacoliのブアージ.鹿児島大学
大学税遼合農学研究科簿士論文， pp. 102-104. 
